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Trabzon Fatih Devlet Hastanesinden izole Edilen Klinik Acinetobacter baumannii ve
Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

Investigation of Antibiotic Resistance Genes in Clinical Acinetobacter baumannii and
Pseudomonas.aeruginosa Strains Isolated From Trabzon Fatih State Hospital

Esma AKYILDIZ?, Aysegiil SARAL SARIYER?, Tuba KOSE?, Fatih Saban BERIS* Azer OZAD DUZGUN®

oz

Bu calismanin amaci Acinetobacter baumannii ve
Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik profilini arastirmak ve bu izolatlarda direng
genlerinin varligin1 belirlemektir. Direng genlerinin
tespiti PCR yontemi ile degerlendirildi. Acinetobacter
baumannii izolatlarinda imipenem ve meropenem
direnci sirastyla %93,2 ve %91 oldugu goriildi. P.
aeruginosa izolatlarinda imipenem direng orani %53,9
ve meropenem direng orani %38,5 olarak belirlendi.
Pseudomonas aeruginosa izolatlar1 arasinda aranan
genlerden bir izolatta sadece OXA-23 tespit edildi.
Acinetobacter baumannii izolatlarindan bir izolatta
OXA-24, 40 izolatta OXA-23 saptandi. Bu ¢alisma,
CRPA  (Karbapenem  direngli Pseudomonas
aeruginosa) ve CRAB (Karbapenem direngli
Acinetobacter baumannii) izolatlarinda karbapenem
direncinden OXA-23'tin sorumlu  oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii,
Karbapenem, OXA-23, Pseudomonas- aeruginoasa

ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the antibiotic
susceptibility profile of Acinetobacter baumannii, and
Pseudomonas aeruginosa isolates and to determine
the presence of resistance genes in these isolates.The
determination of resistance genes was assessed using
the PCR method. Imipenem and meropenem
resistance in Acinetobacter baumannii isolates were
93.2% and 91%, respectively. The imipenem
resistance rate was 53.9% and meropenem resistance
rate was 38.5% in Pseudomonas aeruginosa isolates.
Of the genes sought among Pseudomonas aeruginosa
isolates, only OXA-23 was detected in one isolate.
Among Acinetobacter baumannii isolates, OXA-24
was detected in one isolate and OXA-23 in 40 isolates.
This study demonstrates that OXA-23 is responsible
for carbapenem resistance in CRPA (carbapenem
resistant Pseudomonas aeruginosa) and CRAB
(carbapenem resistant Acinetobacter baumannii)
isolates.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Carbapenem,
OXA-23, Pseudomonas aeruginoasa
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GIRIS

Acinetobacter baumannii (A. baumannii)
dogada ve hastane ortaminda yaygin olarak
bulunan Gram negatif bir kokobasildir. A.
baumannii laktozu fermente edemez ve giiglii
cevresel uyumu ve ilag direnci nedeniyle
zatiirre, endokardit, menenjit, cilt ve yara
enfeksiyonlari, peritonit ve idrar yolu
enfeksiyonlart dahil olmak uzere
enfeksiyonlara  neden olan  baslica
patojenlerden biridir. A. baumannii, birden
fazla antibiyotik sinifina direng gelistirmede
farkli mekanizmalar izler. Bu mekanizmalar,
B-laktamazlari, aminoglikozit  degistirici
enzimleri, akis pompalarini, gecirgenlik
kusurlarini ve hedef bolgelerin
modifikasyonlarmi igerir.> Hem oksasilinaz
(OXA) tipi karbapenemazlarin hem de
enzimatik olmayan mekanizmalarin
sentezindeki artis, karbapenemlere karsi
direncin molekiiler temelini olusturmaktadir.
OXA tipi karbapenemazlar OXA-51, OXA-
23, OXA-24 ve OXA-58, A. baumannii‘'de
karbapenem direncinde &ne ¢ikmaktadir.t
Ayrica metallo-p-laktamazlar (MBL'ler), A.
baumannii'de yeni nesil sefalosporinlere ve
karbapenemlere karsi dirence neden olur.®
Calismalar, A baumannii'de VIM, IMP ve
GIM tipi MBL'lerin ortaya ¢iktigini ve NDM
tipi beta laktamazlarin insidansinda artis
oldugunu bildirmistir.

Gram negatif, aerobik, c¢ubuk sekilli
bakteri olan Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), ozellikle bagisikligi baskilanmis
hastalarda solunum sistemi, triner sistem,
dolagim sistemi, dis kulak yolu, gz ve yara

enfeksiyonlar1 gibi ciddi enfeksiyonlara
neden olabilen firsatg1 bir patojendir. Bircok
antibiyotige dogal olarak direnglidir ve recete
edilen antibiyotiklere hizla direng gelistirme
yetenegi P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisini zorlastirir.”® P. aeruginosa’da
goriilen antimikrobiyal direng
mekanizmalari, kromozomal AmpC
sefalosporinaz derepresyonu, plazmid veya
integron aracili B-laktamaz {retimi, azalmis
dis membran gecirgenligi, aktif akis
pompalarinin asir1 ekspresyonu,
aminoglikozit degistirici enzimlerin sentezi,
ve topoizomeraz II ve IV'in yapisal
degisiklikleridir.’ OXA-23, OXA-24, OXA-
58 ve OXA-51, A. baumannii‘de karbapenem
direncinin 6nde gelen nedenlerii olmasina
ragmen, dis membran protein kaybi, akis
pompalarinin asir1 ekspresyonu VIM ve IMP,
P. aeruginosa'da karbapenem direncinin
baslica nedenleri arasindadir.'® A. baumannii
ve P. aeruginosa gibi Gram negatif
patojenler ciddi hastane enfeksiyonlarina
neden olurken, artan antibiyotik direnci
tedavide zorluklara sebep olmaktadir. Bu
nedenle bu patojenlerdeki direng
paternlerinin ortaya ¢ikarilmasi 6nemlidir.

Bu ¢alisma, Mart 2017-Mart 2018 tarihleri
arasinda Trabzon Fatih Devlet Hastanesi'nde
gesitli klinik Orneklerden izole edilen A.
baumannii ve P. aeruginosa'nin antibiyotik
duyarlilik profillerini arastirmak ve bu
izolatlarda blaoxa-24, blaoxa4s, blaoxa-2s,
blaoxa-s1, blaviv, blacim ve gnrB genlerinin
varligimin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

MATERYAL VE METOT

Bakteriyel Suslar ve
Duyarhhk Testleri

Antimikrobiyal

Bakteriyel suslar Mart 2017 ile Mart 2018
tarthleri arasinda Trabzon Fatih Devlet
Hastanesi'nde klinik orneklerden (45 A.
baumannii ve 26 P. aeruginosa) izole
edilmistir. izolatlarm identifikasyonu klasik
yontemler kullanilarak ve VITEK 2 Compact

otomatik sistem (Biomeriux, Fransa) ile
yapilmistir.

Imipenem, meropenem, amikasin,
gentamisin, netilmisin, tobramisin,
siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotikleri
kullanilarak VITEK tarafindan
antimikrobiyal  duyarlilik  belirlenmistir.
Sonuglar, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi'ne gore degerlendirilmistir
(EUCAST).1!
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DNA izolasyonu

Bakterilerden DNA izolasyonu, DNA
kaynatma yontemi kullanilarak
gergeklestirildi. Bakteri kiiltlirii, 3 mL Luria-
Bertani besiyerinde iiretildi ve 10.000 rpm'de
1 dakika santrifiijlendi. Pelete 1 mL steril su
ilave edildi ve siispansiyon 1s1 blogunda 100
°C de 10 dakika kaynatildi. Sogutulduktan
sonra 10 dakika 13.000 rpm'de santrifiijlendi.
Stipernatantlar PCR da kullanilmak iizere
stoklandi.

PCR ile Antibiyotik Diren¢c Genlerinin
Tespiti

PCR reaksiyonunda blaoxasi, blaoxa-zs,
blaoxa-24, blaoxa-s, blaviv, blacim ve gnrB
primerleri (Tablo 1) kullanildi. Reaksiyonlar,

5 uL genomik DNA ve 1 U Tag DNA
Polimeraz (GeneON) iceren 50 uL'lik son
hacimde gergeklestirildi. Tiim PCR iiriinleri,
0,5 mg/mL etidyum bromiir iceren %1
agaroz lizerinde analiz edildi ve ardindan UV
15181 altinda goriintiilendi.

Arastirmanin Etik Yonii

Bu arastirma Trabzon Kamu Hastaneler
Birligi Saglik Bilimleri Universitesi Kanuni

Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik
Aragtirmalar  etik  Kurulu  yOnergesi
kapsaminda degerlendirilmis, 08.11.2017

tarih ve 23618724 sayili karar ile etik kurul
onay1 alinmistir. Buna ek olarak c¢aligmanin
yiirtitiilebilmesi adina Glimiishane
Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesinden ve Recep Tayyip Erdogan

5 uL reaksiyon tamponu, 3 uL 25 mM Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesinden
MgClz, 200 uL dNTP, her primerden 20 pM, gerekli izinler alinmustir.
Tablo 1. Calismada Kullanilan Primerler
Primer 5-3° Amplikon biiyiikligii Tm Kaynaklar
OXA-23 F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 52
R: TTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24 F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246 52
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 12
OXA-51 F:TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG 353 52
R :TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG
VIM F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 780 58
R: TGCTACTCAACGACTGAGCG B
OXA-48 F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 743 57
R: AGCACTTCTTTTGTGATGGC
GIM F: TCGACACACCTTGGTCTGAA 477 52 1
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC
gnrB F: GGMATHGAAATTCGCCACTG 264 55 15

R: TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA

(Arastirllan genlerin primer siralari, amplikon bilyikligii ve Tw’leri (primer erime sicakligl) Tablo 1 de

gosterilmistir.)

BULGULAR VE TARTISMA

2017-2018 yillar1 arasinda Trabzon Fatih
Devlet Hastanesi'nden toplam 71 sus (26 P.
aeruginosa, 45 A. baumannii) temin
edilmistir. Suslarin  antibiyotiklere kars1
direng profili VITEK sistemi kullanilarak
belirlenmis ve EUCAST'a (2017) gore
degerlendirilmistir. Amikasin, siprofloksasin,
gentamisin, imipenem, levofloksasin,
meropenem, netilmisin ve tobramisin olmak
tizere sekiz farkli antibiyotik kullanilmistir.

A. baumannii izolatlar1  arasinda
meropenem  (41/45), netilmisin  (42/45)
tobramisin ~ (20/45), amikasin  (21/45),

siprofloksasin (41/45), gentamisin (25/45),
imipenem (42/45) ve levofloksasine (43/45)
direnclilik oldugu bulundu. P. aeruginosa
izolatlarinin tobramisine (4/26) , amikasin
(4/26), siprofloksasin (12/26), gentamisin
(6/26), imipenem (14/26), levofloksasin
(13/26), meropenem (10/26) ve netilmisin
(10/26) kars1 direng gosterdigi gézlendi.
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Sekil 1'de goriildiigi gibi A. baumannii
izolatlarinin antibiyotik direng oranlar1 P.
aeruginosa izolatlarindan daha yiiksektir. P.
aeruginosa izolatlarinda imipenem
antibiyotigine karsi en yiiksek diren¢ orant
gozlenirken, A. baumannii izolatlar1 arasinda
en yiiksek direng orani levofloksasine karsi
olmustur.

P. aeruginosa ve A. baumannii
izolatlarinda blaoxa-24, blaoxa-4s, blaoxa-2s,
blavim, blasgm ve  kinolon  grubu
antibiyotiklere  direncli  suslarda  qnrB
genlerinin varligt PCR ile arastirildi. P.
aeruginosa izolatlar1 arasinda arastirilan
genlerden bir izolatta sadece blaoxa-23 tespit
edildi. b|aOXA-24, bIaOXA.48, b|av||v|, blagim ve

gnrB  tipi B-laktamaz kodlayan genler
saptanmadi. A. baumannii izolatlarindan bir
izolatta blaoxa-24, 40 izolatta ise blaoxa-23
saptanmistir.

A. baumannii, saglik kurumlarinda bir¢ok
antimikrobiyal smifa direng gelistiren,
cogunlukla yogun bakim iinitelerinde (YBU)
olmak 1iizere diinya genelinde hastane
kaynakli patojenlerin basinda gelmektedir.
Antibiyotige direngli A. baumannii salginlari,
ventilatér  cihazlarindan  veya  saglik
calisanlarindan  ¢apraz  enfeksiyon gibi
bilinen kontaminasyon kaynaklarinin bir
sonucu olarak ortaya cikar.? Karbapenem
direngli (CRAB) A. baumannii, A. baumanii
izolatlariin 6nemli bir boliimiinii olusturur.

Tablo 2. B-laktamaz Tasiyan izolatlarin Antibiyotik Direnc Profilleri

izolat numaralar:

Antibiyotik direng profili

Tamimlanan Beta

laktamazlar
P13 IPM, MEM, AK, CN, NET, TOB, CIP, LEV OXA-23
A9 IPM, MEM, AK, CN, NET, TOB, CIP, LEV OXA-24
A4, A25,A26, Al4, A34, IPM, MEM, AK, CN, NET, TOB, CIP, LEV OXA-23
A18, A50, A51, A55,
AB8, A73, AT7
A10 IPM, MEM, CIP, LEV OXA-23
A54 MEM, AK, CIP OXA-23
A6, AG9 IPM, MEM, AK, CIP OXA-23
A7, A65 MEM, CN, CIP OXA-23
A72 MEM, CIP OXA-23
A2 IPM, MEM, CN, NET, CIP, LEV OXA-23
A13, A58 IPM, MEM, AK, CN, CIP OXA-23
A8, Al6, A63 MEM, AK, CN, CIP OXA-23
A24, A29, Al, A36, A5, IPM, MEM, NET, CIP, LEV OXA-23
A47, A49, A57, AB2,
AT70
Al5, A20, A31, A42, IPM, MEM, CN, NET, TOB, CIP, LEV OXA-23

A48

IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, AK: Amikasin, CN: Gentamisin, NET: Netilmisin, TOB: Tobramisin, CIP:
Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, P: P. aeruginosa and A: A.baumannii

A. baumannii'de goriilen karbapenem
direng oranlar1 diinyanin bazi bdlgelerinde
%901 asmaktadir. En yaygin CRAB
enfeksiyonlart  olan  hastane  kaynakli

pnomoni  (HAP) ve kan  dolagimi
enfeksiyonlar1 (BSI) i¢in o6liim oranlari
%60'a ulasabilir.® A. baumannii gibi, P.
aeruginosa da diinya ¢apinda 6nde gelen
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hastane kaynakli patojenlerden biridir. Bu
organizmanin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisi antibiyotik direnci nedeniyle zordur.®

Bu ¢alismada, A. baumannii izolatlarinin
imipenem ve meropeneme direng oranlari
strastyla %93,2ve %91olarak belirlendi. Tiim
izolatlarn  %88,8'inde blaoxa23 pozitifligi
saptand1 ve bu izolatlarin %82,5'1 imipenem

ve meropeneme direncli oldugu gorildi
(Tablo 2).

Zagazig Universite Hastaneleri yogun
bakim iinitesinde karbapenem direngli (CR)
A. baumannii izolatlarinda karbapenemaz
genleri karakterize edilmis ve OXA-23 CR A.
baumannii izolatlarinin %66.7'sinde
saptandig1 bildirilmistir.}” Hindistan'da A.
baumannii suslarinda karbapenem direng
oranlarinin, OXA enzimleri A.
baumannii'deki  baskin  karbapenemazlar
olmak tizere, tiim iilke genelinde genel olarak
%401 astig1 goriilmiistiir’®. Pakistan'daki bir
calismada A. baumannii izolatlar1 arasinda
karbapenem direnci prevalansinin %62 ile
%100 arasinda oldugu rapor edilmistir.*

Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
YBU'lerinde tanimlanan A. baumannii
enfeksiyonlarmin  degerlendirildigi ~ bir
calismada  imipenem  direnci = %98.9,
meropenem direnci ise %98,9 olarak
gdzlenmistir.?® Tiirkiye'de 10 tip merkezinde

yapillan ¢ok merkezli prospektif  bir
calismada, alt1 ay boyunca, ¢alismaya dahil
edilen A. baumannii izolatlarinin %99,4'iniin
imipeneme direngli oldugu belirlenmistir.
Ayrica 172 izolatin 166'smin (%96,5) blaoxa-
23 pozitif oldugu bulunmustur.?

P. aeruginosa izolatlarinda blaoxa2s ve
blaoxas:  genlerinin  varhigi literatiirde
karsilagilmayan bir bulgudur. Ambler sinif D
oksasilinaz (OXA) benzeri karbapenemazi
kodlayan bu genler siklikla A. baumannii'de
saptanir ve oksasilisinlere, sefalosporinlere

ve karbapenemlere kars1 direncle iliskilidir.?%
24

blaoxa-23 genin P. aeruginosa'da varlig
2021 yilinda Nitz ve ark. tarafindan ilk kez
rapor edilmistir. Bu calismada incelenen P.
aeruginosa izolatlar1 arasinda blaoxa-23 geni
bulunduran sus (P13) tespit edilmistir.?2

Karbapenem direngli P. aeruginosa
(CRPA) ve karbapenem direngli A.
baumannii (CRAB) iilkemizde ve tiim
diinyada yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
bakteriler, en yaygin olan1 karbapenemaz
tretimi olmak {iizere c¢esitli mekanizmalar
araciligiyla direng kazanabilmektedir.
Yapilan bu calisma OXA-23in CRAB
izolatlarinda karbapenem direncinden
sorumlu oldugunu gostermektedir.

SONUC VE ONERILER

Diinyada ve iilkemizde 06zellikle yogun
bakim iinitelerinde olmak iizere hastane
kokenli enfeksiyon etkeni olarak karsimiza
¢ikan A. baumannii ve yine diinya genelinde
onemli bir patojen olan P. aeruginosa’nin
antibiyotik diren¢ duyarlhilik fenotiplerinin
belirlenmesi ulusal siirveyans caligmalarina
katki saglayacaktir. Ulusal baglamda elde
edilen veriler akilc1 antibiyotik kullanimi
noktasinda da Onem arz etmektedir. Bu
calismadan elde ettigimiz sonuglar A.
baumannii  izolatlarinin  enfeksiyonlarin
tedavisinde 6nemli olan karbapenem grubu
antibiyotiklere kars1 direncli oldugunu ve bu

direncin 6zellikle sinif A B-laktamaz grubuna
dahil oksasilinazlardan OXA-23 tipi J-
laktamazin neden oldugunu gostermektedir.
Bu direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin  iistesinden gelmek igin
antibiyotik direncinin paterni ve
mekanizmalarinin  arastirilmasit  tan1  ve
tedavide  daha  dogru  uygulamalarin
yapilmasint  kolaylastirabilir.  Gelecekteki
calismalarda 6rnek sayisi artirilarak, farkli
lokasyonlardan ornek toplayarak antibiyotik
direng paterni ile ilgili daha genis kapsaml
sonuglar ortaya konulabilir.
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